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RESUMO 
 
Ao longo da última década tem se verificado um aumento significativo no consumo de edulcorantes, 
especialmente artificiais como o aspartame. Apesar de ser muito utilizado por pessoas diabéticas e, 
especialmente nos últimos tempos por aquelas que visam um estilo de vida mais saudável, estudos vêm 
demonstrando que o consumo de aspartame pode acarretar em alterações metabólicas, bem como em impactos a 
nível cerebral. Baseado nisso, o objetivo desse estudo foi investigar alterações comportamentais, metabólicas e 
bioquímicas em animais submetidos à administração repetida de aspartame. Para tanto, foram utilizados 80 ratos 
Wistar a partir do desmame até completarem 60 dias de vida. Estes animais foram aleatoriamente divididos em 4 
grupos: controle (água), ASP35 (aspartame de 35mg/kg), ASP80 (aspartame de 80mg/kg) e ASP160 (aspartame 
de 160mg/kg), e receberam estas administrações, uma vez ao dia, por gavagem via oral, durante 40 dias de 
tratamento. No último dia do experimento, os animais foram submetidos a testes comportamentais para avaliação 
da cognição e, após, eutanasiados. O sangue foi coletado e as estruturais cerebrais foram dissecadas para as 
posteriores análises bioquímicas. A glicemia de todos os animais também foi mensurada, no primeiro e último 
dia do experimento, bem como o longo de todo o experimento os animais foram pesados e o consumo alimentar 
monitorado. Os resultados mostraram que o aspartame, em especial na dose de 160mg/kg, mas também nas 
doses mais baixas, induziu déficit cognitivo pelo teste de esquiva inibitória, danos oxidativos e alterações 
metabólicas, tais como aumento de peso, dos níveis de glicose e de triglicerídeos ao final do tratamento. Estes 
resultados em conjunto evidenciam que a administração crônica de aspartame é capaz de acarretar em danos a 
nível metabólico e cerebral, e salienta a necessidade de revisões a respeito da sua ingestão diária aceitável, bem 
como seu uso consciente. 
Palavras-chave: Aspartame; Cognição; Estresse Oxidativo; Parâmetros Metabólicos. 
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ABSTRACT 
 
Over the past decade there has been a significant increase in the consumption of sweeteners, especially artificial 
such as aspartame. Despite being widely used by diabetic people and, especially in recent times, those aiming for 
a healthier lifestyle, studies have shown that the consumption of aspartame can lead to metabolic changes as well 
as impacts on the brain. Based on this, the aim of this study was to investigate behavioral, metabolic and 
biochemical changes in animals undergoing repeated administration of aspartame. Eighty Wistar rats were used 
from weaning until 60 days old. These animals were randomly divided into 4 groups: control (water), ASP35 
(35mg/kg aspartame), ASP80 (80mg/kg aspartame) and ASP160 (160mg/kg aspartame), and received these 
administrations once daily, by oral gavage for 40 days of treatment. On the last day of the experiment, the 
animals underwent behavioral tests for cognitive assessment and then were killed. Blood was collected and brain 
structures were dissected for further biochemical analysis. The glycemia of all animals was also measured on the 
first and last day of the experiment, as well as throughout the experiment the animals were weighed and the food 
intake monitored. The results showed that aspartame, especially at 160mg/kg but also at lower doses, induced 
cognitive impairment by inhibitory avoidance testing, oxidative damage and metabolic changes, such as weight 
gain and glucose and triglyceride levels at the end of treatment. These results together show that chronic 
administration of aspartame can lead to metabolic and brain damage, and stresses the need for revisions 
regarding its acceptable daily intake as well as its conscious use. 
Key-words: Aspartame; Cognition; Oxidative stress; Metabolic Parameters. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
1.1. EDULCORANTES 
 
O sabor doce é o mais facilmente aceito pelo nosso organismo, e tal preferência é uma 
característica comum aos seres humanos (Torloni et al., 2007). O hábito e a necessidade de consumir açúcar 
impulsionaram a procura de compostos naturais e/ou artificiais para atender a demanda de uma grande parcela da 
população impedida de usar os sacarídeos. Nesse sentido, diversas substâncias/produtos surgiram na tentativa de 
suprir tal necessidade (Bye et al., 1993; Castro e Franco, 2002). 
Os edulcorantes, por sua vez, são compostos - quais podem ser classificados em naturais ou 
artificiais, e também calóricos (nutritivos) ou não calóricos (não nutritivos) - capazes de conferir sabor adocicado 
(Castro e Franco, 2002; Freitas, 2005). Essas substâncias são consideradas altamente eficazes devido à sua 
capacidade de adoçar muito em pequenas concentrações. Assim, os edulcorantes fortemente foram e vêm sendo 
empregados como aditivos alimentares, nos adoçantes e produtos dietéticos em geral, como uma alternativa ao 
açúcar (Fatibello-Filho et al., 1996; Chattoṕadhyay et al., 2014). Genericamente, os edulcorantes são designados 
como “adoçantes de mesa”, contudo, estes últimos são produtos compostos por substâncias edulcorantes, que 
conferem a doçura, e também por um agente de corpo, que confere durabilidade, boa aparência e textura ao 
produto final (Torloni et al., 2007). Estes produtos em geral são produzidos e utilizados largamente como 
substitutos ao açúcar, conferindo sabor doce com baixo ou nenhum valor calórico. 
Inicialmente, os adoçantes e demais produtos dietéticos foram pesquisados e desenvolvidos para 
atender às necessidades daquelas pessoas com algum distúrbio no metabolismo de açúcares, a fim de 
proporcionar o sabor doce. Porém nos últimos anos, observa-se fortemente o aumento na procura desses 
produtos com o objetivo de emagrecimento ou manutenção de um peso saudável, em virtude das calorias 
desprezíveis (Oliveira e Franco, 2010). Em razão da crescente demanda por produtos ligados ao culto ao corpo e 
à saúde, os produtos dietéticos invadiram rapidamente as prateleiras dos supermercados, sendo observado um 
aumento expressivo no número de produtos alimentícios contendo o uso de edulcorantes (Toledo e Ioshi, 1995; 
Freitas e Araújo, 2010). A forte mídia e o culto à boa forma física, impostos pelos padrões da sociedade, fizeram 
do açúcar um vilão e colocaram em destaque os edulcorantes como seu substituto salvador. Nessa perspectiva, o 
uso de produtos com poder adoçante e de baixa caloria, como os produtos diet e também os light, representam 
um público que visa a busca de um corpo condizente com as exigências atuais. Além disso, a forte epidemia da 
obesidade também trouxe à tona o uso acentuado desses produtos. Assim, os adoçantes e os produtos dietéticos 
em geral vêm invadindo as residências, e crescendo não apenas entre os consumidores com restrições dietéticas, 
mas especialmente aos que anseiam estética e “saúde” (Fagundes et al., 2001; Santana et al., 2012). 
O grande problema é que, apesar destes produtos serem importantes para as pessoas que 
necessitam de uma dieta restrita em açúcar, geralmente eles vem sendo utilizados sem muito critério, e 
crescentemente seus usuários visam principalmente o modismo mais do que suas reais necessidades. Ademais, 
estes são normalmente utilizados por iniciativa própria, algumas vezes por indicações aleatórias, e não baseadas 
em recomendações médica ou de nutricionista (Natividade, 2011; Brasil, 2016). Dessa forma, os produtos 
dietéticos acabam por muitas vezes sendo mal interpretados pelo consumidor, uma vez que só o termo em si não 
dá créditos ao produto - é necessário observar a composição dos mesmos -, além de seres consumidos de forma 
indiscriminada e abusiva, o qual tem sido objeto de muitas polêmicas a respeito de seus reais benefícios e de sua 
segurança em longo prazo (Malik et al., 2006; Brown et al., 2010; Ardalan et al., 2017, Green e Syn, 2019). 
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1.1.1. Legislação brasileira e consumo dos edulcorantes 
 
Até a década de 1980, no Brasil, os produtos dietéticos eram regulamentados como drogas, sendo 
comercializados em farmácias e consumidos exclusivamente por quem necessitasse controlar a ingestão de 
sacarose, como os portadores de diabetes mellitus ou de outras doenças relacionadas a distúrbios no metabolismo 
dos sacarídeos (Toledo e Ioshi, 1995). Entretanto, em 1988, a Portaria n°01 da Secretaria Nacional da Vigilância 
Sanitária (SNVS) determinou que os edulcorantes, até então registrados na Divisão de Medicamentos (DIMED), 
passariam a ser registrados na Divisão Nacional de Alimentos (DINAL). Este fato mudou a trajetória destes 
produtos e expandiu seu mercado (Brasil, 1988). A partir de 1995, os produtos dietéticos passaram a fazer parte 
dos Alimentos para Fins Especiais, destinados a atender as necessidades de pessoas em condições metabólicas e 
fisiológicas específicas (Brasil, 1998). No entanto, seu comércio passou a ser disponível em diversos locais (ex: 
estabelecimentos alimentícios), e para qualquer consumidor, ampliando seu uso por toda população. 
A regulamentação para uso de edulcorantes em alimentos no território brasileiro é de 
responsabilidade da Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) - órgão vinculado ao Ministério da 
Saúde (MS) -, com base em normas internacionais sobre o uso de aditivos em alimentos (Brasil, 1999). A 
ANVISA permite atualmente a utilização de quinze edulcorantes: manitol, isomaltiol, maltitol, esteviosídeo, 
lactitol, xilitol e eritritol, classificados como naturais, e acessulfame de potássio (acessulfame K), aspartame, 
ciclamato de sódio, sacarina, sucralose, taumatina e neotame, classificados como artificiais. Dentre os mais 
conhecidos e mais comercializados estão o aspartame, a sacarina e o ciclamato, comumente utilizados, por 
exemplo, em adoçantes dietéticos, refrigerantes e gomas de mascar (ANVISA, 2008). Antes de serem 
comercializados, todos os edulcorantes são avaliados quanto à sua toxicidade por meio de testes realizados por 
agências internacionais. A recomendação é que a utilização seja orientada e acompanhada por médico ou 
nutricionista e sempre respeitando o nível de ingestão diária aceitável (IDA) (Schernhammer et al., 2012; 
National Cancer Institute, 2014; Instituto Brasileiro de Defesa do Consumidor, 2015). 
Pesquisas têm demonstrado que o consumo de edulcorantes, em especial os artificiais, vem 
aumentando em vários países (Popkin e Nielsen, 2003). No Brasil, estudos que forneçam estimativas confiáveis 
sobre a prevalência de utilização de produtos dietéticos pela população em geral são escassos, contudo algumas 
especulações, baseadas em dados de 2015 da Associação Brasileira da Indústria de Alimentos Dietéticos e para 
Fins Especiais (ABIAD), sugerem que esteja ocorrendo um forte crescimento desses produtos no mercado 
brasileiro. A Pesquisa de Orçamentos Familiares (POF) 2008-2009 demonstrou que 25,9% da população 
brasileira consomem pães, bolos e biscoitos diet e light fora do domicílio em relação ao total consumido. Ao se 
tratar de refrigerantes diet e light esse percentual sobe para 40,1% (IBGE, 2010). Um estudo realizado em 
Pelotas/RS por Zanini et al. (2011) encontrou a prevalência de 19% no uso de adoçantes dentre 2732 pessoas 
entrevistadas, sendo esse percentual mais elevado no sexo feminino, em pessoas idosas, nos diabéticos, 
hipertensos e em indivíduos com excesso de peso. Os portadores de diabetes mellitus ainda são um dos 
principais públicos consumidores dos adoçantes e produtos dietéticos. Castro e Franco (2002), ao estudar o 
consumo de adoçantes em 389 indivíduos diabéticos na região de São Paulo encontraram que 90,5% da amostra 
faziam uso de tais produtos - sendo o refrigerante o produto mais consumido - por acharem ser necessário para o 
tratamento da doença, bem como pela manutenção da palatabilidade do sabor doce, tal como o açúcar, mas que 
por sua vez, deve ser restrito. Em nível global, uma análise dos dados da National Health and Nutrition 
Examination (NHNE), entre 1999 e 2008, demonstrou que a ingestão de edulcorantes artificiais em bebidas 
aumentou de 6,1% para 12,5% entre crianças e de 18,7% para 24,1% entre adultos. A tendência é que esses 
números aumentarem cada vez mais (Sylvetsky et al., 2012). 
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Crianças e gestantes, particularmente, compõem um grupo que merece maior atenção quanto ao 
uso de adoçantes e produtos dietéticos. Quanto às crianças, essas facilmente são capazes de atingir o limite 
máximo diário estipulado, devido ao peso corpóreo. Em relação às gestantes, segundo as evidências disponíveis, 
o ciclamato e sacarina devem ser evitados. Já o aspartame, sucralose e acessulfame podem ser utilizados durante 
a gestação, contudo muitos estudos vêm trazendo resultados controversos e perigosos, uma vez que se sabe que 
diferentes intervenções no período gestacional produzem efeitos diretos e/ou indiretos sobre a prole (Torloni, 
2007). 
Embora muitos estudos comprovem que o uso dos edulcorantes - especialmente os artificiais -, 
dentro dos limites diários, seja seguro para o ser humano, ainda existem muitas contradições acerca do assunto 
(Brown et al., 2010; Choudhary e Preterius, 2017). Além disso, apesar de serem popularmente conhecidos pela 
sua utilização em refrigerantes diet e outros produtos dietéticos, esses são encontrados em diversos outros tipos 
de produtos, incluindo aqueles que não fazem menção às palavras “diet” e “light”, desde alimentos para recém-
nascidos.  Assim como, também são utilizados na indústria farmacêutica, mascarando características 
organolépticas dos fármacos, e, em produtos para a higiene bucal (Freitas e Araújo, 2010; Saunders et al., 2010). 
Nesse contexto, diante da crescente busca e comercialização dos produtos dietéticos, aliada a possível exposição 
“oculta” aos edulcorantes, não parece ser impossível o alcance da IDA, sendo necessários maiores estudos sobre 
a ação dos mesmos, e em especial, visando identificar seus efeitos em longo prazo. 
 
1.2. ASPARTAME 
 
O aspartame ou éster metílico do dipeptídeo fenilalanina e ácido aspártico, é um edulcorante 
artificial obtido a partir de dois aminoácidos, o ácido L-aspártico (ou aspartato) e L-fenilalanina, ligados por um 
éster de metila (Figura 1), e com fórmula química expressa em (C14H18N2O5). Foi descoberto acidentalmente no 
ano de 1965, nos Estados Unidos, por James M. Schlatter, quando este tentava desenvolver um fármaco para o 
tratamento de úlceras (Stegink, 1987; Freitas, 2005). 
 
Figura 1. Estrutura química do aspartame. 
Fonte: adaptado de Von Poser Toigo (2015). 
 Após a realização de diversos estudos toxicológicos, seu uso foi aprovado como aditivo alimentar 
pela Food and Drug Administration (FDA) - órgão norte americano responsável por testar drogas, alimentos e 
cosméticos - em 1981, para consumo na forma de edulcorante em pó e, pouco depois, em 1983, foi aprovado 
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para uso em bebidas carbonatadas (Roberts, 1996). Em 1996, foi aprovado para uso em todos os alimentos e 
bebidas, inclusive em produtos como xaropes (Gougeon et al., 2004). 
O aspartame tem o mesmo valor calórico da sacarose (4 kcal/g), porém o seu poder de adoçar é 
180-200 vezes maior, sendo utilizado em baixíssimas concentrações, o que o torna útil como adoçante e o 
classifica como não nutritivo. Sua apresentação é em pó branco, cristalino, inodoro, e com sabor residual 
imperceptível (Freitas 2005; Chattoṕadhyay et al., 2014). É largamente utilizado na indústria de alimentos 
devido a sua propriedade de acentuar o aroma e prolongar a percepção do sabor das frutas ácidas, tendo ótimos 
resultados quando utilizado especialmente na formulação de sucos e doces de frutas (Freitas, 2005). Contudo, 
quando submetido a temperaturas altas prolongadas e em meio ácido, sua estabilidade é prejudicada (Castro e 
Franco, 2002). 
O consumo de aspartame é muito expressivo, estima-se por mais de 200 milhões de pessoas ao 
redor do mundo. Seu uso, além dos produtos diet e light, vem crescentemente sendo empregado em produtos 
industrializados comuns (Cardello et al., 2001; Freitas e Araújo, 2010; García-Almeida, 2013). Conforme 
Philippi (2014), o aspartame encontra-se em mais de 6 mil produtos, incluindo gêneros alimentícios (biscoitos, 
doces, bebidas, sobremesas, congelados, etc.), adoçantes de mesa sob diferentes marcas e em cerca de mais de 
600 remédios e outros itens farmacêuticos. Nos Estados Unidos, por exemplo, estima-se que este edulcorante 
esteja presente em 77% dos refrigerantes em geral (Abdel-Salam et al., 2012a). Estes dados demonstram a 
exposição contínua ao aspartame por uma grande parcela da população. 
Após a ingestão, o aspartame é metabolizado por enzimas no lúmem intestinal, sendo hidrolisado 
completamente em dois aminoácidos, fenilalanina (50%) e ácido aspártico (40%), e uma molécula de metanol 
(10%) (Hooper et al., 1994; Humphries et al., 2008). Após a hidrólise, ocorre a absorção de seus metabólitos 
seguida da entrada na circulação sistêmica, onde cada composto segue uma via metabólica diferente (Magnuson 
et al., 2007).   
Uma consideração importante a respeito dos metabólitos do aspartame é que estes também são 
encontrados naturalmente nos alimentos. O leite, por exemplo, tem aproximadamente 6 vezes mais fenilalanina e 
13 vezes mais ácido aspártico do que o mesmo volume de uma bebida adoçada com aspartame. O suco de 
tomate, por sua vez, tem 6 vezes mais metanol do que um volume equivalente de uma bebida adoçada com 
aspartame. Contudo, os aminoácidos quando presentes naturalmente nos alimentos são ligados a uma proteína e, 
assim, liberados lentamente no corpo durante a digestão e o metabolismo. Contudo, tem se visto que, as 
chamadas formas livres de aminoácidos, encontradas em bebidas adoçadas com aspartame, são liberadas 
rapidamente, e em maiores concentrações. O metanol liberado durante o metabolismo do aspartame também 
parece ocorrer de tal forma. Por esse motivo, a ingestão crônica do aspartame e, de seus metabólitos, vem 
trazendo preocupações (Magnuson et al., 2007; Choudhary e Preterius, 2017). 
Com relação à IDA do aspartame, as autoridades reguladoras de alimentos no Canadá e Europa 
estabeleceram a dose de 40 mg/kg de peso corporal/dia, adotada também pela ANVISA no Brasil (Lean e 
Hankey, 2004; Mortelmans et al., 2008). Nos EUA, a FDA definiu a ingestão do aspartame em 50 mg/kg de peso 
corporal/dia (Butchkho, 2002). Estas autoridades confirmam a segurança do consumo de aspartame, dentro de 
seus limites, exceto para indivíduos com fenilcetonúria, que devem evitar o uso de aspartame já que a 
fenilalanina é um de seus metabólitos gerados.  
Contudo, desde sua aprovação, o aspartame continua sendo objeto de muitos estudos no que se 
refere à segurança do seu uso e ao conhecimento de seus efeitos no metabolismo tanto em humanos quanto em 
modelos animais. Enquanto alguns estudos não identificaram efeitos adversos e/ou colaterais com o consumo de 
aspartame (Trefz et al., 1994; Goerss et al., 2000), outros encontraram alterações preocupantes, tanto em nível de 
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distúrbios neurocomportamentais (Abdel-Salam et al., 2012b ; Ashok et al., 2014; Finamor et al., 2014; Lindseth 
et al., 2014; Onaolapo et al., 2016; Erbas et al., 2018), quanto metabólicos (Swithers e Davidson, 2008; Swithers  
et al., 2009; Swithers, 2013; Fowler et al., 2015; Frankenfeld et al., 2015; Kuk e Brown, 2016; Nettleton et al., 
2016). Essas evidências sugerem que o aspartame pode afetar diversas funções sistêmicas como equilíbrio 
energético e metabolismo, modo de ação dos receptores de sabor doce e percepção do paladar, microbiota 
intestinal, além de afetar processos cerebrais como aprendizagem e memória. Apesar das controvérsias, o 
aspartame continua sendo o edulcorante artificial mais amplamente utilizado (Magnuson et al., 2007). 
 
1.3. ASPARTAME E SISTEMA NERVOSO 
 
Como já mencionado, após a ingestão, o aspartame é metabolizado por enzimas intestinais em três 
compostos, fenilalanina, ácido aspártico e metanol. Elevações nas concentrações plasmáticas de fenilalanina e de 
ácido aspártico podem resultar no aumento do transporte desses aminoácidos para o cérebro, uma vez que podem 
atravessar a barreira hematoencefálica (BHE), e assim acarretar em alterações na composição neuroquímica 
cerebral (Humphries et al., 2008; Choudhary e Lee, 2017). Alguns pesquisadores, por exemplo, já relataram 
aumentos substanciais nas concentrações desses animoácidos, e subsequentemente alterações na produção e 
regulação de neurotransmissores, após a ingestão de aspartame (Stegink et al.,1988; Rycerz e Jaworska-Adamu, 
2013). 
Após a entrada no organismo a fenilalanina pode seguir duas vias de metabolização. Uma parte é 
convertida em tirosina no fígado, pela ação da enzima fenilalanina hidroxilase, enquanto a porção restante, não 
convertida em tirosina, vai ligar-se aos transportadores de aminoácidos neutros de cadeia longa (TANCL) 
(Daubner et al., 2000). Um grande número de substâncias, chamadas de aminoácidos neutros, incluindo a 
tirosina e a fenilalanina, competem umas com as outras por um sítio de ligação nesses transportadores, pois 
assim é a única maneira pela qual podem atravessar a BHE. Adicionalmente, é importante ressaltar que a tirosina 
não pode ser sintetizada no cérebro, sendo o transporte via TANCL essencial para a manutenção dos níveis 
cerebrais da mesma. A tirosina, uma vez que cruza a BHE, é convertida em 3,4-diidroxifenilalanina (DOPA) 
pela enzima tirosina hidroxilase, posteriormente formando catecolaminas, tais como dopamina, noradrenalina e 
adrenalina. Os TANCL também são co-transportadores de outros aminoácidos, como triptofano, metionina, 
isoleucina, leucina e outros, com todos eles competindo pelo mesmo transportador. Portanto, uma grande 
quantidade de algum desses aminoácidos na corrente sanguínea, ao competir com os demais, vai ocupar a maior 
parte destes transportadores (Daubner et al., 2000; Humphries et al., 2008). A ingestão de aspartame, por sua 
vez, aumenta substancialmente os níveis de fenilalanina no plasma, o que faz com que os transportadores 
localizados na BHE apresentem maior afinidade para a fenilalanina do que para o restante dos aminoácidos, 
ocorrendo um aumento substancial do aporte deste aminoácido para o cérebro e consequentemente uma 
diminuição dos demais (Choi e Pardridge, 1986; Matalon et al., 2003; Choudhary e Lee, 2017). Essas alterações 
no cérebro podem levar ao comprometimento na produção de diversos neurotransmissores e danos na síntese 
protéica (Figura 2). A diminuição de triptofano e tirosina, por exemplo, afeta a produção dos seus respectivos 
neurotransmissores serotonina (5-HT) e dopamina (DA), quais exercem importantes funções cerebrais, incluindo 
cognição e humor (Matalon et al., 2003). Dessa forma, postula-se que o aspartame pode potencialmente 
prejudicar uma série de processos, uma vez que essas alterações na neuroquímica cerebral podem acarretar em 
consequências funcionais ou comportamentais importantes (McKean, 1972; Maher e Wurtman, 1987; Matalon et 
al., 2003; Choudhary e Lee, 2017). 
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De forma significativa, alterações cognitivas, como comprometimento no aprendizado e memória, 
avaliados em estudos pré-clínicos e clínicos, têm sido associados ao aspartame (Abdel-Salam et al., 2012b, Abu-
Taweel et al., 2014, Lindseth et al., 2014; Erbas et al., 2018), e estes incluem déficits em atenção complexa, 
processamento ineficiente de informações, percepção espacial reduzida e perda de memória em longo prazo. 
Ademais, outros efeitos neurológicos como cefaleia, enxaqueca, humor irritável, ansiedade, depressão e prejuízo 
do sono têm sido associados ao consumo do aspartame. Estes sintomas foram observados paralelamente ao 
aumento do aspartame no suprimento geral de alimentos (Fernstrom, 1983; Johns, 1985; Maher e Wurtman, 
1987; Romano et al., 1990; Soffritti et al., 2006). 
 
Figura 2. Possíveis mecanismos do aspartame no cérebro via fenilalanina.  
Fonte: adaptado de Choudhary e Lee, 2017. 
O ácido aspártico é outro aminoácido presente no aspartame. Em quantidades elevadas, é capaz de 
atravessar a BHE e, uma vez no cérebro, de ligar-se ao receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) ou a outros sítios 
de ligação ao glutamato, causando um influxo de íons cálcio nas células (Robinson e Coyle, 1987). É 
considerado uma espécie de aminoácido excitatório, e o cérebro utiliza destes aminoácidos como 
neurotransmissores regulares para transmissão sináptica, porém é necessário um equilíbrio delicado de 
substâncias excitatórias e inibitórias a fim de manter a homeostase cerebral. Quando em altas concentrações no 
cérebro, o ácido aspártico pode comprometer o equilíbrio sináptico, sendo capaz de provocar alterações 
funcionais no sistema nervoso, como transtornos de humor e danos cognitivos (Park et al., 2000; Humphries et 
al., 2008). Além disso, o aumento no disparo de potenciais de ação e consequentemente taxas mais altas de 
despolarização de neurônios podem causar excitotoxicidade, e potencializar a neurodegeneração (Robinson e 
Coyle, 1987; Errico et al., 2006). 
Outro componente do aspartame é o metanol. Em primatas, o metanol é metabolizado em 
formaldeído no fígado pela álcool desidrogenase. Em roedores, por outro lado, o metanol é metabolizado 
principalmente pela álcool catalase. Posteriormente, o formaldeído é oxidado em ácido fórmico pela formaldeído 
desidrogenase, tanto em primatas quanto em roedores. O ácido fórmico é, por sua vez, o principal responsável 
pela toxicidade do metanol. Sua metabolização ocorre por meio de sua conjugação com tetrahidrofolato, 
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substância que depende da nutrição de ácido fólico. Ao final da via, é metabolizado a dióxido de carbono 
(CO2) e água (H2O) (Dorokhov et al., 2015). Ao que parece, os seres humanos são mais sensíveis aos efeitos 
tóxicos do metanol devido à sua lenta oxidação e ao baixo conteúdo de folato no fígado em comparação com 
outros animais, como roedores (Johlin et al., 1987). 
Rycerz e Jaworska-Adamu (2013) relataram casos de acidose metabólica e lesões oculares 
relacionados ao consumo de aspartame, quais se atribuíram ao metanol. Além disso, estudos têm apontando a 
associação do metanol com desequilíbrio redox e consequente situação de estresse oxidativo, uma vez que sua 
metabolização é acompanhada pela formação de radicais livres no organismo (Mourad e Noor, 2011; Abdel-
Salam et al., 2012a,b). 
O estresse oxidativo ocorre quando existe desequilíbrio entre os processos antioxidantes e pró-
oxidantes no organismo, devido à: produção excessiva de radicais livres ou pela ineficiência das defesas 
antioxidantes ou, ainda, pela combinação de ambas, podendo levar a processos fisiopatológicos que resultam em 
toxicidade celular, e culminar com a morte das células (Halliwell e Gutteridge, 2007). Os efeitos danosos do 
estresse oxidativo afetam todos os tecidos, porém, o Sistema Nervoso Central (SNC) é particularmente mais 
sensível em virtude da alta taxa de consumo de oxigênio (Mahadik et al., 2001) e dos elevados níveis de lipídeos 
poliinsaturados, quais são vulneráveis aos ataques dos radicais livres e capazes de sofrer peroxidação lipídica 
(Dringen, 2000). Além disso, o cérebro é bastante vulnerável a danos oxidativos devido ao seu relativo baixo 
conteúdo de defesas antioxidantes e ao alto conteúdo de metais, quais podem catalisar a formação de espécies 
reativas de oxigênio (EROs) e nitrogênio (ERNs) (Mcquillen e Ferriero, 2004). O aumento do estresse oxidativo 
neuronal produz efeitos deletérios sobre a transdução de sinal, plasticidade estrutural e resistência celular, 
principalmente por indução da peroxidação lipídica nas membranas, dano em proteínas e em genes (Gama et al., 
2008a,b). Desta forma, os neurônios e as células gliais são particularmente vulneráveis ao estado redox, e são 
dependentes da manutenção da atividade neurotrófica, a qual pode ser afetada pelo estresse oxidativo (Kunz et 
al., 2008; Kapczinskiet al., 2009). 
Estudos experimentais têm mostrado que a administração de aspartame induz uma situação de 
estresse oxidativo, uma que vez que é capaz de gerar danos oxidativos em proteínas e lipídeos, e diminuir 
significativamente a atividade de enzimas antioxidantes em tecidos hepáticos, renais e cerebrais, bem como 
aumentar a produção de oxidantes (Abhilash et al., 2011; Mourad e Noor, 2011; Abdel-Salam et al., 2012a,b; 
Finamor et al., 2014; Ashok et al., 2015; Prokic, 2017; Adaramoye e Akanni, 2016; Alwaleedi, 2016). 
Dessa forma, tem se visto que os componentes do aspartame podem alterar a composição 
neuroquímica cerebral, impactando, por exemplo, nos níveis de neurotransmissores no cérebro e, induzindo a 
uma situação de estresse oxidativo. Assim como, efeitos comportamentais também podem ser acompanhados 
dessas alterações neuroquímicas associadas a ingestão de aspartame. 
 
1.4. ASPARTAME E ALTERAÇÕES METABÓLICOS 
 
A obesidade é um dos principais problemas mundiais que afligem a sociedade atual e sua 
incidência vem aumentando consideravelmente nas últimas décadas. Ao longo dos anos, estudos têm fornecido 
evidências de que o consumo de uma dieta rica em açúcares pode ser um importante fator para explicar o 
aumento na prevalência da obesidade e da síndrome metabólica (SM) observada nos seres humanos (Fowler et 
al., 2008; Johnson et al., 2013; Ludwig, 2013). A SM é um conjunto de alterações, na qual se inclui resistência à 
insulina, obesidade visceral, altos níveis de colesterol total (CT) e triglicerídeos (TG), baixos níveis séricos de 
lipoproteína de alta densidade (HDL) e hipertensão, qual aumenta o risco para doenças cardiovasculares e 
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diabetes mellitus tipo 2 (Popkin e Nielsen, 2003; Saris e Tarnopolsky, 2003; Schulze et al., 2004; Swithers, 
2013). Uma grande parte dessas alterações também foram observadas em ratos alimentados com altos teores de 
frutose (Oron-Herman et al., 2008) ou com dieta rica em sacarose (Perez-Torres et al., 2011), sugerindo que, de 
forma semelhante aos humanos, roedores também são susceptíveis ao desenvolvimento de SM induzida pela 
dieta descompensada. 
Nessa perspectiva, há muitos anos o açúcar tem sido colocado entre o principal culpado da 
crescente epidemia da obesidade, e os edulcorantes agora, em virtude de suas características, vêm sendo 
considerados como “alimento saudável” (De la Peña, 2010). Entretanto, será que os edulcorantes realmente são 
os mocinhos? 
Surpreendentemente, estudos e dados epidemiológicos têm demonstrado que esse aumento no 
percentual da população obesa coincide também com o aumento no uso disseminado de edulcorantes artificiais 
(Blundell e Hill, 1986; Malik et al., 2006; 2010; Fowler et al., 2008; Yang, 2010; Te Morenga et al., 2013; 
Rogers et al., 2016). Esta associação pode ser coincidente ou causal, de modo que qualquer direção é plausível, 
uma vez que existem extensas controvérsias em relação ao uso de edulcorantes e o seu papel no balanço 
energético. Enquanto alguns estudos sugerem que estes podem auxiliar no controle do peso corporal (Blackburn 
et al., 1997; Raben et al., 2002; De la Hunty et al., 2006), outros vêm questionando a efetividade em relação à 
perda e manutenção da massa corpórea (Wurtman, 1983; Blundell e Hill, 1986; Tordoff e Alleva, 1990; Blundell 
e Green, 1996; Swithers e Davidson, 2008; Swithers et al., 2009;2010; Anton et al., 2010; Feijó et al., 2013), 
bem como seus resultados sobre os perfis lipídicos e glicêmicos (Souza et al., 2010; Suez et al., 2014; Von Poser 
Toigo et al., 2015; Green e Syn, 2019). 
Vários mecanismos, centrais e periféricos, identificados especialmente a partir de estudos em 
animais, têm sido propostos para explicar a associação epidemiológica entre o consumo de edulcorantes e as 
alterações metabólicas. Apesar disso, ainda não existe um consenso na literatura sobre quais de fato estão em 
atuação, existindo possibilidade ainda de ação sinérgica entre eles. Dentre os principais mecanismos 
hipotetizados encontram-se: ativação dos receptores de sabor doce (Margolskee et al., 2007; Pepino e Bourne, 
2011), comportamento alimentar compensatório (Swithers et al., 2013; Von Poser Toigo et al., 2015; Murray et 
al., 2016) e alteração de neurotransmissores cerebrais (Wurtman, 1983; Anton et al., 2010; Abdel-Salam et al., 
2012a; Murray et al., 2016). Alterações da microbiota intestinal (Gill et al., 2006; Ley et al., 2006; Cani e 
Delzenne, 2009; Pepino e Bourne, 2011; Frankenfeld et al., 2015; Green e Syn, 2019) e indução de estresse 
oxidativo (Collison et al., 2012a,b) também vêm sendo associadas mais recentemente. 
Os receptores de doces estão presentes na boca e também nas células enteroendócrinas intestinais, 
são responsáveis pela percepção do sabor doce, e capazes de serem estimulados por substâncias edulcorantes. 
Normalmente, quando se ingere um alimento com açúcar, o sabor doce deste promove a ativação da chamada 
fase cefálica da digestão, que consta na preparação do corpo para a chegada de tal alimento, incluindo tanto a 
liberação de enzimas, hormônios e outras substâncias que participam da digestão, quanto a regulação energética 
corpórea (Koeppen e Stanton, 2009). No entanto, o consumo crônico de edulcorantes artificiais promoveria uma 
desregulação na capacidade do sabor doce de ativar tal fase cefálica, resultando em um prejuízo da regulação 
energética  e ingestão excessiva (Davidson et al., 2011). Esses mecanismos foram suportados pelos estudos de 
Swithers e Davidson em modelos animais (Swithers e Davidson, 2008; Swithers et al., 2009;2010;2013; 
Davidson et al., 2011).  
Em somatória, o hipotálamo secreta vários neuropeptídeos para regular a energia, o balanço 
osmótico e o comportamento alimentar, e tem sido reconhecido como o mediador da via de recompensa pós-
ingestão (Smeets et al., 2005; Avena et al., 2008). O núcleo arqueado do hipotálamo é uma região posicionada 
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próxima a capilares fenestrados na base do hipotálamo, o que o coloca em contato com importantes hormônios 
como a leptina (Glaum et al., 1996) e a insulina (Muroya et al., 1999). Alguns estudos demonstraram danos 
nessa região associados ao consumo de aspartame (Swithers et al., 2009; Yang, 2010), o que poderia explicar, 
em parte, o comportamento alimentar compensatório. Além disso, estudos recentes sugerem que os edulcorantes 
artificiais não ativam a via de recompensa alimentar da mesma maneira que os componentes naturais dos 
alimentos, pois a falta de contribuição calórica elimina o componente pós-ingestivo (Sclafani e Ackroff, 2004), 
perdendo, pelo menos em parte, esse controle hipotalâmico da ingestão de alimentos, especialmente no que diz 
respeito ao sabor doce. 
Outro ponto que parece estar fortemente envolvido nessa relação associa-se a alterações no 
equilíbrio cerebral. Como já apontado, níveis elevados de fenilalanina, devido ao consumo elevado/crônico de 
aspartame, poderiam potencialmente acumular no cérebro, e assim resultar em desequilíbrio nas concentrações 
de neurotransmissores. Abdel-Salam et al. (2012a), por exemplo, demonstraram uma diminuição de 5-HT e DA 
no encéfalo de camundongos tratados cronicamente com aspartame. Estes neurotransmissores, por sua vez, além 
de seus efeitos sobre a cognição, também são importantes para regulação do comportamento alimentar, 
saciedade e balanço energético (Wurtman, 1983; Blundell e Lawton, 1995; White et al., 2000; Palmiter, 2007; 
Bertthoud e Morrison, 2008). 
Uma nova hipótese que vem crescendo consideravelmente é de que os edulcorantes artificiais, 
como o aspartame, atuariam na modulação da microbiota intestinal (Clemente et al., 2012).  A hipótese que se 
sugere, é de que as alterações provocadas por essas substâncias estão associadas ao fenômeno da endotoxemia 
metabólica - desenvolvimento de um estado inflamatório de baixo grau pela microbiota intestinal - que, ao final, 
promove o desenvolvimento da resistência à insulina e ganho de peso. De forma geral, postula-se que os 
edulcorantes artificiais são capazes de desencadear um processo de disbiose e consequente inflamação intestinal 
qual resulta na liberação de lipopolissacarídeos (LPS) no intestino. Este é absorvido na circulação, onde se liga a 
diferentes proteínas e receptores que ativam células imunes inatas, quais iniciam, por sua vez, diversos processos 
inflamatórios sistêmicos através da liberação de citocinas inflamatórias. Essa superprodução de citocinas ativa 
vias adicionais de sinalização nas células metabólicas que culminam em dessensibilização à insulina, expressão 
alterada de proteínas responsáveis pelo transporte de glicose, permeabilidade intestinal aumentada, estresse 
oxidativo, inflamação do tecido adiposo e ganho de peso (Cani et al., 2007; Tanti et al., 2013; Liauchonak et al., 
2019).  
Por fim, o estresse oxidativo, já descrito na sessão anterior, também vem sendo postulado, uma vez 
que se sabe que este pode causar um desequilíbrio na homeostase corporal, inclusive na composição da 
microbiota intestinal, bem como danos estruturais e funcionais em diferentes células, que podem repercutir, além 
de prejuízos ao SNC, no desencadeamento das desordens metabólicas (Collison et al., 2012a,b). 
Todos esses mecanismos, por sua vez, podem refletir sobre o ganho de peso, e sobre alterações na 
glicemia e nos níveis de colesterol e triglicerídeos, tanto diretamente como decorrente do ganho corporal, visto 
que a obesidade pode contribuir posteriormente para o aparecimento de outras doenças crônicas. Contudo, apesar 
dos estudos terem demonstrando uma associação entre o consumo de edulcorantes artificiais e distúrbios 
metabólicos em humanos, e de todos os dados existentes mostrando a causalidade entre a exposição a estas 
substâncias e distúrbios metabólicos em animais, muito ainda é necessário para entender exatamente como essa 
interação ocorre. Seus efeitos sobre a fome, a saciedade e o impacto no peso corporal, bem como sobre os perfis 
lipídico e glicêmico, permanecem contraditórios e não conclusivos. 
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2. OBJETIVOS 
 
2.1. OBJETIVOS GERAIS 
 
Investigar alterações comportamentais, bioquímicas e metabólicas em ratos Wistar, machos e 
fêmeas, submetidos à administração repetida de aspartame. 
 
2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
1. Avaliar parâmetros comportamentais cognitivos relacionados à memória espacial por meio do labirinto 
em y, em ratos Wistar, machos e fêmeas, submetidos à ingestão oral crônica de aspartame nas doses de 
35, 80 e 160mg/kg; 
2. Avaliar parâmetros comportamentais cognitivos relacionados à memória aversiva por meio do teste de 
esquiva inibitória, em ratos Wistar, machos e fêmeas, submetidos à ingestão oral crônica de aspartame 
nas doses de 35, 80 e 160mg/kg; 
3. Analisar os efeitos da administração crônica de aspartame, nas doses de 35, 80 e 160mg/kg, sobre danos 
oxidativos em cérebro de ratos Wistar machos e fêmeas; 
4. Analisar os efeitos da administração crônica de aspartame, nas doses de 35, 80 e 160mg/kg, sobre o 
sistema de defesa antioxidante em cérebro de ratos Wistar machos e fêmeas; 
5. Quantificar o ganho de peso corporal e o consumo alimentar dos ratos Wistar, machos e fêmeas, 
submetidos à ingestão oral crônica de aspartame nas doses de 35, 80 e 160mg/kg; 
6. Comparar o perfil glicêmico entre o início e final do tratamento crônico com aspartame nas doses de 35, 
80 e 160mg/kg, de ratos Wistar machos e fêmeas; 
7. Mensurar o perfil lipídico de ratos Wistar, machos e fêmeas, submetidos à ingestão oral crônica de 
aspartame nas doses de 35, 80 e 160mg/kg. 
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3. METODOLOGIA 
 
3.1. ANIMAIS 
 
Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com as recomendações 
internacionais para o cuidado e o uso de animais de laboratório, além das recomendações para o uso de animais 
do Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA), lei Arouca n° 11.794/2008. Este 
projeto foi aprovado pela Comissão de Ética para o Uso de Animais (CEUA) da Universidade do Extremo Sul 
Catarinense (UNESC), seguido do protocolo 055/2018-2 (Anexo A). Foram utilizados ao total 80 ratos Wistar, 
sendo 40 machos e 40 fêmeas, a partir do desmame (21 dias após o nascimento), obtidos do Centro de 
Experimentação Animal da UNESC. Os animais foram alojados em caixas de polietileno (5 animais cada), com 
comida padrão e água controlada e mantidos em um ciclo de 12 horas claro - escuro (a luz é ligada às 7h da 
manhã), com temperatura controlada de 23 ± 1ºC.  
 
3.2. ADMINISTRAÇÕES 
 
Os animais receberam aspartame nas doses de 35mg/kg, 80mg/kg e 160mg/kg, conforme grupo 
experimental, por gavagem via oral (v.o), uma vez ao dia, a partir do primeiro dia do desmame até o 60º dia de 
vida. O grupo que não recebeu o aspartame foi administrado com água. O tempo de protocolo (40 dias), as doses 
e via de administração foram baseadas conforme compilado de estudos prévios descritos na literatura em 
modelos com roedores (Abu-Taweel et al., 2014; Adaramoye e Akanni, 2016; Onaolapo et al., 2016; Silva et al., 
2016; Solis-Medina, 2018).  
 
3.2.1. Preparo do aspartame 
 
O aspartame utilizado na referida pesquisa foi adquirido em um comércio local na cidade de 
Criciúma/SC. Apresentação em sachês, na forma em pó, da marca Zero Cal®. Este foi diluído diariamente em 
água previamente aquecida, conforme as doses de 35mg/kg, 80mg/kg e 160mg/kg, e administrado v.o.  
 
3.2.2. Grupos experimentais 
 
Os animais foram divididos aleatoriamente em 4 grupos com n de 10 animais para cada gênero, 
conforme descrito abaixo e figura 3.  
1. Grupo controle (GC) – tratados com água; 
2. Grupo ASP35 – tratados com aspartame na dose de 35mg/kg v.o; 
3. Grupo ASP80 – tratados com aspartame na dose de 80mg/kg v.o; 
4. Grupo ASP160 – tratados com aspartame na dose de 160mg/kg v.o. 
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Figura 3. Grupos experimentais. 
Fonte: do autor, 2019. 
 
3.2.3. Desenho experimental 
 
A administração do aspartame ocorreu por gavagem v.o nas doses de 35mg/kg, 80mg/kg e 160 
mg/kg, conforme cada grupo, uma vez ao dia, a partir do primeiro dia do desmame (21 dias após o nascimento) 
até completarem 60 dias de vida, totalizando 40 dias de tratamento. Os animais que não receberam aspartame 
receberam água (controle). No último dia do experimento, os animais foram submetidos sequencialmente aos 
testes comportamentais do labirinto em y e esquiva inibitória.  Ao fim do último teste, foram eutanasiados por 
decapitação em guilhotina, seguida da coleta de sangue e dissecção das estruturais cerebrais: córtex frontal, 
hipocampo e estriado. Imediatamente após cada coleta, as estruturas foram colocadas em nitrogênio líquido e 
posteriormente armazenadas a -80ºC até as análises de estresse oxidativo. O sangue coletado foi submetido à 
centrifugação, e após, armazenado a -20ºC até as análises de perfil lipídico. A glicemia de todos os animais 
também foi mensurada, no primeiro e último dia do experimento. Ao longo de todo o experimento os animais 
foram pesados e o consumo alimentar monitorado, ambas avaliações ocorreram semanalmente (Figura 4).  
 
Figura 4. Desenho experimental. 
Fonte: do autor, 2019. 
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3.3. AVALIAÇÃO COMPORTAMENTAL 
 
3.3.1. Labirinto em Y 
 
No último dia de tratamento, após a administração das doses de aspartame ou água, os animais 
foram submetidos à avaliação no labirinto em y (y-maze). Esse teste é realizado para avaliar a memória de 
reconhecimento espacial dos animais. O aparelho utilizado é feito de MDF e possui três braços iguais (50 x 10 x 
20 cm, cada braço) afastados em 120° (Figura 5) e com dicas visuais nas paredes dos braços para facilitar a 
localização espacial dos animais. O protocolo consiste de duas sessões separadas por um intervalo de 2 horas. Na 
primeira sessão (treino), um braço do labirinto ficou bloqueado por uma porta guilhotina. Nesta sessão, o animal 
foi colocado no final de um dos três braços, denominado de braço de “partida”, e teve livre acesso para explorar 
o “outro braço” disponível, durante 5 minutos. Ao final dos 5 minutos os animais retornaram a caixa moradia. 
Após 2 horas, na segunda sessão (teste), o animal novamente foi colocado no braço de “partida” do labirinto, e 
pode explorar livremente os três braços durante 5 minutos, já com o braço que estava fechado anteriormente, 
chamado de braço “novo” disponível para exploração. O tempo de permanência em cada braço foi registrado 
para avaliar a preferência dos animais por explorar o braço “novo” que não pode ser explorado na primeira 
sessão (Deacon e Rawlins, 2006).  
 
Figura 5. Esquema simplificado do labirinto em y. 
Fonte: http://www.ratbehavior.org/RatsAndMazes.htm. Acesso em setembro de 2019. 
 
3.3.2. Esquiva inibitória 
 
O teste de esquiva inibitória é utilizado para avaliar a memória aversiva dos animais. O aparelho é 
constituído por uma caixa medindo 50 cm de comprimento, 25 cm de largura e 25 cm de altura. Parte do chão é 
formado por barras paralelas de metal (1 mm de diâmetro) que se distanciam umas das outras por um espaço de 
1 cm entre elas. Na parede esquerda do aparelho está inserida uma plataforma de 7 cm de largura e 2,5 cm de 
comprimento (Quevedo et al., 1997; Roesler et al., 2004) (Figura 6). O teste comportamental foi iniciado com 
uma sessão denominada treino, que ocorreu 24 horas após a última administração do tratamento. Os animais 
foram então colocados sobre a plataforma e o tempo que estes levaram para descer com as quatro patas nas 
barras de metal foi anotado, este tempo é denominado de latência. Após a descida do animal, este recebeu um 
choque de 0,4 mA por 2 segundos. Imediatamente após o treino, o roedor foi submetido à segunda sessão, 
denominada como teste, sendo colocado novamente na plataforma e a latência anotada. Porém, nenhum choque a 
partir de então é acionado, avaliando desta maneira, a memória de trabalho. Uma hora e meia depois, os animais 
foram submetidos ao mesmo protocolo para avaliação da memória de curta duração e, após 24 horas, para 
avaliação da memória de longa duração (Izquierdo et al., 1998; Bevilaqua et al., 2003). 
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Figura 6. Esquema simplificado da esquiva inibitória. 
Fonte: Costa, 2016. 
 
3.4. ESTRESSE OXIDATIVO 
 
3.4.1. Marcadores de dano oxidativo 
 
Conteúdo de sulfidrilas: Para determinar grupamentos tióis totais na amostra foi utilizado o 
reagente de cor 5,51-Dithiobis (2-nitrobenzoic acid) (DTNB), que reduz grupos tióis gerados, formando o ácido 
2-nitro-5-mercapto-benzóico (TNB) de coloração amarela, que é mensurado espectofotometricamente em um 
aparelho spectramax à 412nm (Aksenov e Markesbery, 2001). 
Carbonilação de proteínas: A concentração de proteína das frações de proteína solúvel foi 
determinada de acordo com Levine et al. (1990). O teor de proteínas carboniladas foi medido pela formação 
inicial de derivados de hidrazona de proteína marcada usando 2,4-dinitrofenil-hidrazina (DNPT). Estes derivados 
foram extraídos sequencialmente com ácido tricloroacético a 10% seguido de tratamento com etanol/acetato de 
etilo, 1:1 (vol/vol) e reextracção com ácido tricloroacético a 10%. O precipitado resultante foi dissolvido em 
hidróxido de sódio 3%. Cada amostra teve sua própria leitura de branco, passando pelo mesmo tratamento sem a 
adição do reagente de cor DNPT. Os resultados foram mostrados para cada amostra lida a 370 nm em um 
espectrofotômetro. 
 
3.4.2. Defesas antioxidantes 
 
Atividade da superóxido dismutase (SOD): É medida pela inibição da oxidação da adrenalina, 
adaptado de Bannister e Calabrese (1987). As amostras cerebrais foram homogeneizadas em tampão de glicina. 
Os volumes de 5, 10 e 15 μL foram retirados da mesma, na qual 5 μL de catalase (0,0024 mg/mL de água 
destilada), tampão de glicina 175185 μL (0,75g em 200 ml de água destilada a 32°C, pH 10,2), 5 μL adrenalina 
(60 mM em água destilada + 15 mL/mL de ácido clorídrico fumegante) foram adicionados. As leituras foram 
realizadas por 180s em intervalos de 10s e medido em leitor de ELISA a 480nm. Os valores foram expressos em 
unidade de SOD por miligrama de proteína (U/mg de proteína). 
Atividade da glutationa peroxidase (GPx): A determinação da atividade da GPx foi realizada a 
partir da taxa de decaimento da nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato (NADPH) oxidase. A determinação 
foi realizada em espectrofotômetro a 340 nm, conforme Flohé e Günzler (1984). Os resultados foram calculados 
como U/mg de proteína, sendo que 1U corresponde a 1µmol de peróxido transformado em água por minuto. 
Quantificação de glutationa reduzida (GSH): Os níveis de GSH foram determinados como 
descrito por Hissin e Hilf (1976), com algumas adaptações. GSH foi mensurada em homogenato de cérebro total 
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após precipitação de proteína com 1 mL proteína de ácido tricloroacético 10%. Em parte da amostra foi 
adicionado um tampão de fosfato 800 mM, pH 7,4 e 500 µm DTNB. O desenvolvimento de cor resultante a 
partir da reação entre o DTNB e tióis atingiu um máximo em 5 minutos e manteve-se estável durante mais de 30 
min. A absorbância foi lida a 412nm depois de 10 min. Uma curva padrão foi usada para calcular os níveis de 
GSH nas amostras. 
 
3.4.3. Dosagem de proteínas 
 
 Foi efetuada através do método de Lowry et al. (1951), usando-se a albumina sérica bovina como 
padrão. 
 
3.5.  PARÂMETROS METABÓLICOS 
 
3.5.1. Peso corporal e consumo alimentar  
 
Os animais foram pesados semanalmente ao longo de todo o experimento em balança digital única. 
O consumo alimentar foi calculado semanalmente, duas vezes na semana (início e final), pela pesagem da 
quantidade total de ração (g) fornecida aos animais, subtraindo o peso de ração (g) remanescente na gaiola.  
 
3.5.2. Perfil glicêmico 
 
A glicemia foi mensurada no primeiro e último dia dos tratamentos, para fins de comparação. Para 
realizar esse procedimento, foi necessário furar a extremidade da calda do rato com uma agulha (13 x 0,45 mm) 
e colocar o sangue na fita medidora de glicose para a determinação da glicose sérica através de glicosímetro 
(fácil TRUEread®). O procedimento foi realizado antes da administração dos tratamentos com aspartame ou 
água. 
 
3.5.3. Perfil lipídico 
 
Para a análise do perfil lipídico, o sangue coletado na decapitação foi centrifugado por 3.000 rpm a 
temperatura ambiente, por 10 minutos, para se obter o soro sanguíneo, que foi congelado e armazenado a -20ºC 
até a análise das frações lipídicas. As concentrações séricas de colesterol total, fração-HDL e triglicerídeos 
seguiram ensaios enzimáticos colorimétricos utilizando kits comerciais (Vida Biotecnologia – colesterol total e 
triglicerídeos, e Labtest - HDL). 
 
3.6. ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
Os dados foram expressos em média e erro padrão da média (EPM).  O teste de esquiva inibitória, 
as análises de estresse oxidativo, o perfil lipídico, o peso corporal e o consumo alimentar foram analisados 
estatisticamente pela análise de variância (ANOVA) de uma via, seguido pelo teste post hoc de Tukey. Para as 
análises de glicemia e do labirinto em y, o teste de comparação Dunn-Sidak foi utilizado após ANOVA.  O nível 
de significância estabelecido para o teste estatístico foi de p<0,05. Como pacote estatístico, foi utilizado o 
GraphPad Prism 8.0.1. 
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4. RESULTADOS 
 
4.1. AVALIAÇÃO DE PARÂMETROS COMPORTAMENTAIS 
 
A partir do último dia de tratamento os animais foram submetidos aos testes comportamentais do 
labirinto em y e da esquiva inibitória, para avaliação do perfil cognitivo. 
 
4.1.1. Labirinto em Y 
 
Após as últimas administrações das doses de aspartame ou água, os animais foram submetidos à 
avaliação no labirinto em y, qual consistiu em duas sessões separadas por um intervalo de duas horas, a fim de 
avaliar a preferência dos animais por explorar o braço “novo” que não pode ser explorado na primeira sessão. A 
figura 7 demonstra os resultados do teste em machos e fêmeas. 
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Figura 7. Efeito da administração crônica de aspartame nas doses de 35mg/kg, 80mg/kg e 160mg/kg ou água, sobre o labirinto em y em 
ratos Wistar machos (A) e fêmeas (B). O tempo de exploração em cada braço em segundos é apresentado como média ± erro padrão da 
média. (n=10 animais por grupo). Dados não significativos. Fonte: do autor, 2019. 
Os resultados estão expressos pelo tempo de permanência no “braço novo” ou “outro braço”, e não 
demonstram diferença significativa (p<0,05) entre os mesmos, e entre os diferentes grupos, tanto nos machos 
quanto nas fêmeas. 
 
4.1.2. Esquiva inibitória 
 
Vinte e quatro horas após a última administração dos tratamentos, os animais iniciaram o teste da 
esquiva inibitória. No primeiro momento foi iniciada a sessão treino, seguida da sessão teste para avaliação da 
memória de trabalho. Posteriormente, após uma hora e meia, os animais foram submetidos novamente ao 
protocolo para avaliação da memória de curta duração e, vinte e quatro horas depois para avaliação da memória 
de longa duração. A figura 8 demonstra os resultados do teste de esquiva inibitória em machos e fêmeas. 
(A) 
(B) 
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Figura 8. Efeito da administração crônica de aspartame nas doses de 35mg/kg, 80mg/kg e 160mg/kg ou água, sobre o teste de esquiva 
inibitória em ratos Wistar machos (A) e fêmeas (B). Os valores foram expressos como média ± erro padrão da média. (n=10 animais por 
grupo). * diferente do treino de cada grupo. # diferente do mesmo tipo de memória do grupo controle. p<0,05 (ANOVA de uma via seguido 
pelo post hoc de Tukey). Fonte: do autor, 2019. 
Os resultados da figura 8 mostram que tanto os ratos machos quanto as fêmeas do grupo controle 
(água) apresentaram aumento na latência nos três tipos de memória (p<0,05) (memória de trabalho, memória de 
curta duração e memória de longa duração) quando comparados ao treino do mesmo grupo. Nos grupos 
aspartame (ASP35, ASP80 e ASP160), não foi possível observar o aprendizado dos animais quando estes foram 
comparados ao treino de seus respectivos grupos. 
Ademais, os animais dos grupos ASP35, ASP80 e ASP160 demonstraram diminuição da memória 
de trabalho, de curta e longa duração quando comparados aos mesmos tipos de memória do grupo controle 
(p<0,05).  
 
(B) 
(A) 
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4.2. AVALIAÇÃO DO ESTRESSE OXIDATIVO 
  
As amostras cerebrais de córtex pré-frontal, hipocampo e estriado foram dissecadas, após 
eutanásia dos animais, para posteriores análises de estresse oxidativo. 
 
4.2.1. Dano oxidativo 
 
Como marcadores de dano oxidativo foram mensurados os valores de grupos carbonílicos e 
sulfidrílicos. As figuras 9 e 10 demonstram os resultados dessas substâncias, respectivamente, em machos e 
fêmeas. 
 
 
 
Figura 9. Efeito da administração crônica de aspartame nas doses de 35mg/kg, 80mg/kg e 160mg/kg ou água, sobre o conteúdo de grupo 
carbonil em ratos Wistar machos (A) e fêmeas (B). Os valores foram expressos como média ± erro padrão da média. (n=10 animais por 
grupo). * diferente do grupo controle. p<0,05 (ANOVA de uma via seguido pelo post hoc de Tukey). Fonte: do autor, 2019. 
(A) 
(B) 
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A figura 9 mostra que, nas fêmeas, a administração de aspartame nas doses de 35 e 160mg/kg foi 
capaz de aumentar os níveis de carbonilação protéica no córtex pré-frontal (p<0,05). Nos machos não foram 
encontrados resultados significativos (p<0,05). 
 
 
Figura 10. Efeito da administração crônica de aspartame nas doses de 35mg/kg, 80mg/kg e 160mg/kg ou água, sobre o conteúdo de grupo 
sulfidrila em ratos Wistar machos (A) e fêmeas (B). Os valores foram expressos como média ± erro padrão da média. (n=10 animais por 
grupo). * diferente do grupo controle. p<0,05 (ANOVA de uma via seguido pelo post hoc de Tukey). Fonte: do autor, 2019. 
A figura 10 mostra que, nos machos, a administração de aspartame nas doses de 80 e 160mg/kg foi 
capaz de diminuir o conteúdo de grupos sulfidrilas no córtex pré-frontal (p<0,05). Em fêmeas, a dose de 
80mg/kg foi capaz de induzir o mesmo efeito (p<0,05). 
 
 
(A) 
(B) 
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4.2.2. Antioxidantes 
 
Como linha de defesa antioxidante foram mensurados as atividades das enzimas SOD e GPx, e a 
quantificação de GSH. As figuras 11, 12 e 13 demonstram os resultados dessas substâncias, respectivamente, em 
machos e fêmeas. 
 
 
Figura 11. Efeito da administração crônica de aspartame nas doses de 35mg/kg, 80mg/kg e 160mg/kg ou água, sobre a atividade da enzima 
superóxido dismutase (SOD) em ratos Wistar machos (A) e fêmeas (B). Os valores foram expressos como média ± erro padrão da média. 
(n=10 animais por grupo). * diferente do grupo controle. p<0,05 (ANOVA de uma via seguido pelo post hoc de Tukey). Fonte: do autor, 
2019. 
A figura 11 demonstra que, nas fêmeas, o aspartame nas doses de 80 e 160mg/kg diminuiu a 
atividade da enzima SOD no córtex pré-frontal (p<0,05). Nos machos não foram encontrados resultados 
significativos (p<0,05). 
(A) 
(B) 
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Figura 12. Efeito da administração crônica de aspartame nas doses de 35mg/kg, 80mg/kg e 160mg/kg ou água, sobre a atividade da enzima 
glutationa peroxidase (GPx) em ratos Wistar machos (A) e fêmeas (B). Os valores foram expressos como média ± erro padrão da média. 
(n=10 animais por grupo). * diferente do grupo controle. p<0,05 (ANOVA de uma via seguido pelo post hoc de Tukey). Fonte: do autor, 
2019. 
A figura 12 demonstra que, nas fêmeas, o aspartame nas três doses administradas (35, 80 e 
160mg/kg) diminuiu a atividade da enzima GPx no córtex pré-frontal (p<0,05). Nos machos não foram 
encontrados resultados significativos (p<0,05). 
(A) 
(B) 
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Figura 13. Efeito da administração crônica de aspartame nas doses de 35mg/kg, 80mg/kg e 160mg/kg ou água, sobre o conteúdo de 
glutationa redutase (GSH) em ratos Wistar machos (A) e fêmeas (B). Os valores foram expressos como média ± erro padrão da média. (n=10 
animais por grupo). * diferente do grupo controle. p<0,05 (ANOVA de uma via seguido pelo post hoc de Tukey). Fonte: do autor, 2019. 
A figura 13 demonstra que, nas fêmeas, o aspartame nas doses de 80 e 160mg/kg diminuiu o 
conteúdo de GSH na região do córtex pré-frontal (p<0,05). Nos machos não foram encontrados resultados 
significativos (p<0,05). 
 
4.3. AVALIAÇÃO DE PARÂMETROS METABÓLICOS 
 
4.3.1. Avaliação do peso corporal e consumo alimentar 
 
Os animais, machos e fêmeas, passaram pela quantificação de parâmetros relacionados ao ganho 
de peso corporal e consumo alimentar a partir do desmame até completarem 60 dias. 
 
(A) 
(B) 
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4.3.1.1. Peso corporal 
 
A fim de avaliar o ganho de peso corporal, os animais foram pesados semanalmente ao longo de 
todo tratamento (40 dias, que equivaleram a 7 semanas). 
A tabela 1 mostra a média do ganho de peso semanal dos machos até o último dia/semana de 
tratamento. 
Tabela 1. Peso corporal semanal em g, dos ratos Wistar machos que receberam água ou aspartame (35mg/kg; 
80mg/kg; 160mg/kg) por um período de 40 dias (equivalente a 7 semanas). 
 
Controle (água) 
(g) 
ASP35 
(g) 
ASP80 
(g) 
ASP160 
(g) 
1º semana 64,9 ± 1,24 65,7 ± 3,46 65,4 ± 3,38 64,9 ± 3,38 
2º semana 97,5 ± 3,7 98 ± 4,98 98,3 ± 5,23 99,3 ± 5,33 
3º semana 140,8 ± 4,67 139,9 ± 4,15 142,5 ± 5,07 144,7 ± 6,07 
4º semana 182,2 ± 5,55 183,3 ± 5,95 187,7 ± 5,42 189,9 ± 6,2 
5º semana 228,3 ± 6,93 230,1 ± 7,7 229,7 ± 8,16 233,2 ± 8,58 
6º semana 257,5 ± 6,91 260,3 ± 7,53 261,4 ± 9,08 267,2 ± 9,5 
7º semana 287,6 ± 7,3 293,4 ± 7,57 293,5 ± 6,45 309,9 ± 9,4* 
Os dados estão expressos como média ± erro padrão da média do peso corporal a cada semana, até o final dos tratamentos (n=10 animais por 
grupo). *diferente do ganho de peso do grupo controle. p<0,05 (ANOVA de uma via seguido pelo post hoc de Tukey). 
Os resultados revelam que o peso base dos grupos água, ASP35, ASP80 e ASP160 não 
apresentaram diferenças significativas. Com relação ao ganho de peso, os ratos machos tratados com aspartame 
na dose de 160mg/kg tiveram ganho significativo no peso corporal na última semana, quando comparados ao 
ganho do grupo controle (p<0,05).  
A tabela 2 mostra a média do ganho de peso semanal das fêmeas até o último dia/semana de 
tratamento.  
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Tabela 2. Peso corporal semanal em g, dos ratos Wistar fêmeas que receberam água ou aspartame (35mg/kg; 
80mg/kg; 160mg/kg) por um período de 40 dias (equivalente a 7 semanas). 
 
Controle (água) 
(g) 
ASP35 
(g) 
ASP80 
(g) 
ASP160 
(g) 
1º semana 50,6 ± 1,29 52,5 ± 2,57 54,4 ± 2,47 52,8 ± 2,85 
2º semana 84,1 ± 3,74 85,8 ± 3,2 87,2 ± 2,52 89,7 ± 4,96 
3º semana 107,2 ± 2,97 112,1 ± 2,23 116,4 ± 3,36* 121,2 ± 4,51* 
4º semana 130,7 ± 3,07 139,1 ± 2,85 144,8 ± 3,04* 153,6 ± 4,51* 
5º semana 153,3 ± 3,76 165,7 ± 3,65 172,3 ± 2,72* 183,1 ± 4,79* 
6º semana 168,7 ± 2,99 181,6 ± 3,85 189,7 ± 3,85* 201,7 ± 4,41* 
7º semana 177,3 ± 2,56 201,4 ± 3,59* 200,8 ± 2,37* 215,5 ± 3,73* 
Os dados estão expressos como média ± erro padrão da média do peso corporal a cada semana, até o final dos tratamentos. (n=10 animais por 
grupo). *diferente do ganho de peso do grupo controle. p<0,05 (ANOVA de uma via seguido pelo post hoc de Tukey). 
Conforme a tabela é possível observar que o peso base dos grupos água, ASP35, ASP80 e ASP160 
não apresentaram diferenças significativas. A partir da terceira semana de experimento já foi possível observar 
ganho de peso significativamente superior nos grupos que receberam aspartame nas doses de 80mg/kg e 160 
mg/kg, quando comparados ao grupo controle (p<0,05). Na última semana, o grupo que recebeu aspartame na 
dose de 35mg/kg também apresentou ganho de peso estatisticamente superior ao controle (p<0,05).  
 
4.3.1.2. Consumo alimentar 
 
A partir do desmame até atingir os 60 dias de vida foram pesadas semanalmente a ração dos 
animais, machos e fêmeas, a fim de verificar o consumo alimentar. A tabela 3 mostra a média da ingestão final 
de ração do grupo que ingeriu somente água e dos grupos que receberam aspartame nas doses de 35mg/kg, 
80mg/kg e 160mg/kg, ao longo de todo período experimental. 
Tabela 3. Ingestão total de ração animal em g, pelos ratos Wistar, machos e fêmeas, que receberam água ou 
aspartame (35mg/kg; 80mg/kg; 160mg/kg) por um período de 40 dias. 
 
Controle (água) 
(g) 
ASP35 
(g) 
ASP80 
(g) 
ASP160 
(g) 
Machos 4141 ± 72,49 4360 ± 95,52 4412 ± 19,52 4512 ± 125,5 
Fêmeas 2897 ± 23 3080 ± 43,5 3190 ± 64 3282 ± 72,5 
Os dados estão expressos como média ± erro padrão da média do consumo total de ração ingerido. (n=10 animais por grupo). Dados não 
significativos. Fonte: do autor, 2019. 
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Ao avaliar os valores médios do consumo alimentar das fêmeas e dos machos, pode-se observar 
aumento nos grupos que receberam aspartame nas três doses (35mg/kg, 80mg/kg e 160mg/kg) quando 
comparados ao grupo controle, em ambos os sexos. Entretanto não houve diferença estatisticamente significativa 
(p< 0,05).  
 
4.3.2. Perfil glicêmico 
 
Os animais tiveram a glicemia mensurada no primeiro e último dia dos tratamentos com água 
(grupo controle) ou aspartame (35mg/kg, 80mg/kg e 160mg/kg), para fins de comparação dos efeitos desses 
tratamentos sobre o perfil glicêmico. As figuras 14 e 15 mostram os valores de glicemia mensurados, em machos 
e fêmeas, respectivamente.  
 
Figura 14. Efeito da administração crônica de aspartame nas doses de 35mg/kg, 80mg/kg e 160mg/kg ou água, sobre o perfil glicêmico dos 
ratos Wistar machos. Os valores foram expressos como média ± erro padrão da média. (n=10 animais por grupo) * diferente do primeiro dia 
do próprio grupo. p<0,05 (ANOVA de uma via seguido pelo teste de Dunn-Sidak). Fonte: do autor, 2019. 
Os resultados, em machos, mostram que as glicemias iniciais, mensuradas no primeiro dia dos 
tratamentos, não diferiram significativamente entre os grupos aspartame e controle. Com relação à glicemia 
coletada no último dia de tratamento, os valores obtidos indicam que houve um aumento na glicemia nos grupos 
ASP35, ASP80 e ASP160 (p<0,05), quando comparadas aos valores médios do primeiro dia, nos mesmos 
grupos.  
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Figura 15. Efeito da administração crônica de aspartame nas doses de 35mg/kg, 80mg/kg e 160mg/kg ou água, sobre o perfil glicêmico dos 
ratos Wistar fêmeas. Os valores foram expressos como média ± erro padrão da média. (n=10 animais por grupo). * diferente do primeiro dia 
do próprio grupo. # diferente do último dia do grupo controle. p<0,05 (ANOVA de uma via seguido pelo teste de Dunn-Sidak). Fonte: do 
autor, 2019. 
Nas fêmeas, os resultados mostram que as glicemias iniciais, mensuradas no primeiro dia dos 
tratamentos, não diferiram significativamente entre os grupos aspartame e controle, assim como nos machos. 
Contudo, ao final dos tratamentos, os valores de glicemia coletados no último dia, indicam que houve aumento 
significativo nos grupos ASP35, ASP80 e ASP160 (p<0,05), quando comparados ao controle. Os resultados 
também demonstram que houve um aumento na glicemia no último dia de tratamento no grupo ASP80 (p<0,05), 
quando comparada aos valores médios do primeiro dia do mesmo grupo.  
 
4.3.3. Perfil lipídico 
 
No último dia do experimento, após a eutanásia dos animais, o sangue foi coletado para posteriores 
avaliações do perfil lipídico: colesterol total, HDL e triglicerídeos. A tabela 4 mostra os valores médios dessas 
avaliações mensuradas em soro de ratos Wistar, machos e fêmeas, que receberam somente água ou aspartame 
nas doses de 35mg/kg, 80mg/kg e 160mg/kg, ao longo de todo período experimental. 
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Tabela 4. Colesterol total, HDL e triglicerídeos (mg/dL) dos ratos Wistar, machos e fêmeas, que receberam água 
ou aspartame (35mg/kg; 80mg/kg; 160mg/kg) por um período de 40 dias 
 CT 
(mg/dL) 
HDL 
(mg/dL) 
TG 
(mg/dL) 
MACHOS 
Controle 62 ± 2,66 44 ± 1,43 100,2 ± 5,91 
ASP35 62,71 ± 2,36 41,29 ± 2,38 119,2 ± 10,58 
ASP80 61,71 ± 2,57 38,86 ± 1,53 110, 8 ± 13,3 
ASP160 77 ± 4,41 48,71 ± 2,89 182,9 ± 20,67* 
FÊMEAS 
Controle 66,86 ± 3,59 49,29 ± 2,6 79,61 ± 7,06 
ASP35 71 ± 3,84 50,14 ± 2,89 117,8 ± 8,39* 
ASP80 59,86 ± 3,31 43,86 ± 3,69 80,81 ± 4,16 
ASP160 64,71 ± 3,22 50,14 ± 2,46 119,1 ± 11,47* 
Os dados estão expressos como média ± erro padrão da média do colesterol total, fração HDL e triglicerídeos (n=7 animais por grupo). 
*diferente do grupo controle. p<0,05 (ANOVA de uma via seguido pelo post hoc de Tukey). CT: Colesterol total; HDL: Lipoproteína de alta 
densidade; TG: Triglicerídeos. 
Os resultados da tabela 4 demonstram que, nos machos e fêmeas, o aspartame na dose de 
160mg/kg foi capaz de elevar os valores plasmáticos de triglicerídeos quando comparado ao grupo controle 
(p<0,05). Tal aumento também foi possível de ser observado nas fêmeas que receberam aspartame na dose de 
35mg/kg (p<0,05). Não houve diferença significativa (p<0,05) entre os grupos com relação aos valores de 
colesterol total e fração HDL. 
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5. DISCUSSÃO 
 
Nas últimas décadas o consumo de alimentos do tipo diet e light têm crescido significativamente, 
tanto entre os consumidores com restrições dietéticas, quanto entre os que buscam manutenção ou mudança da 
forma física. Somado a isso, a utilização de edulcorantes nos alimentos, em especial os artificiais como o 
aspartame, vêm ocorrendo de forma disseminada, não apenas nesses produtos dietéticos, mas também em 
produtos gerais utilizados pela população (Freitas e Araújo, 2010). Tais constatações vêm trazendo diversas 
preocupações e questionamentos sobre a segurança dessas substâncias à saúde humana, especialmente em longo 
prazo. O debate sobre a utilização do aspartame existe desde sua aprovação pelo FDA e atualmente ainda 
persistem muitas controvérsias. Evidências sugerem possíveis alterações metabólicas associadas ao consumo 
crônico do aspartame (Von Poser Toigo et al., 2015), bem como efeitos neurológicos e comportamentais 
adversos (Humphries et al., 2008). Nesse sentido, o presente estudo teve como objetivo avaliar se o consumo 
repetido de aspartame é capaz de acarretar em danos cerebrais, e em alterações metabólicas, tais como ganho de 
peso e modificações nos perfis glicêmico e lipídico. 
A fim de avaliar o perfil cognitivo, os animais foram submetidos aos testes comportamentais do 
labirinto em y e esquiva inibitória. O labirinto em y é um teste de reconhecimento para avaliar a memória 
espacial de curto prazo. Nesta tarefa, durante a sessão treino, o animal pode explorar apenas dois braços, o de 
“partida” e o “outro”, sendo o terceiro braço, denominado de “novo,” bloqueado por uma porta. Na sessão teste, 
a porta é aberta e todos os três braços estão livres para o acesso. Uma vez que a tarefa se baseia nos extintos 
exploratórios do animal, ou seja, na tendência natural dos roedores para explorar a novidade, a memória e a 
preferência pela novidade podem ser avaliadas pelo tempo de permanência entre esses dois braços (“novo e 
outro”) durante a sessão treino do protocolo (Conrad et al., 1997; Martin et al., 2003).  
Um estudo recente de Iyaswamy (2018) utilizando deste protocolo demonstrou que, em ratos 
albinos Wistar, o consumo prolongado de aspartame (40mg/kg/dia durante 90 dias), afetou negativamente a 
aprendizagem e memória no teste do labirinto em y. Com relação aos nossos resultados, estes demonstraram um 
padrão semelhante de exploração entre os braços. Tanto os animais, machos e fêmeas, do grupo controle, quanto 
os que receberam as diferentes doses de aspartame (35mg/kg, 80mg/kg e 160mg/kg) não foram capazes de 
reconhecer o braço novo e o exploraram tanto quanto o outro braço já explorado anteriormente na primeira 
sessão. Estes dados, por sua vez, indicam dano de memória. Contudo, uma vez que o grupo controle, qual 
recebeu apenas água, demonstrou comprometimento cognitivo, os resultados exigem maior reflexão. Não foram 
encontrados dados na literatura demonstrando o mesmo acontecimento, apenas em ratos idosos, no qual o 
envelhecimento poderia justificar tais danos. Dessa forma, os resultados precisam ser interpretados com cautela e 
em conjunto a outros.  
Em contrapartida, no teste de esquiva inibitória encontramos resultados expressivos. A tarefa de 
esquiva inibitória é um dos testes de memória mais utilizados e consiste em inibir a exploração do ambiente pela 
aplicação de choques no animal. O aprendizado consiste em o animal não descer da plataforma. Com relação aos 
resultados analisados, os mesmos revelaram danos significativos. Os animais, machos e fêmeas, submetidos ao 
consumo crônico de aspartame nas três doses administradas (35mg/kg, 80mg/kg e 160mg/kg), demonstraram 
prejuízo cognitivo, com déficit na memória de trabalho, de curta e longa duração quando comparados ao treino 
de seus respectivos grupos. Somado a isso, também apresentaram prejuízo nesses três tipos de memória (de 
trabalho, curta e longa), quando comparados aos mesmos tipos de memória do grupo controle. Esses dados 
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evidenciam dano cognitivo associado ao consumo crônico de aspartame, e corroboram com outros estudos 
descritos na literatura que avaliaram aprendizagem e memória, por diferentes protocolos. 
Erbas et al. (2018) demonstraram dano cognitivo através do teste de esquiva passiva em ratos 
machos adultos que receberam aspartame na dose de 3mg/kg/dia durante seis semanas. Do mesmo modo Abdel-
Salam et al. (2012b), estudaram as funções de memória em camundongos machos, fornecendo diferentes doses 
de aspartame por 2 semanas. Eles relataram que na dose de 5,625 mg/kg o aspartame afetou significativamente o 
desempenho dos animais no teste de Morris Water Maze (Labirinto aquático de Morris). Em outro estudo, Abu-
Taweel et al. (2014) descobriram que a ingestão crônica de aspartame (32mg/kg) durante 30 dias causou efeitos 
perturbadores significativos nas respostas cognitivas e retenção de memória em camundongos. Com relação aos 
estudos clínicos, esses são mais escassos. Konen et al. (2000) pesquisaram 90 estudantes de universidades que se 
consideravam usuários crônicos do aspartame ou não usuários. Os alunos completaram pesquisas nutricionais e 
questionários de memória, nos quais classificaram seu esquecimento percebido nos 6 meses anteriores. Em 
comparação com os não usuários, os usuários do aspartame relataram mais lapsos de memória. Corroborando a 
estes achados, Lindseth et al. (2014) demonstraram que o aspartame é capaz de causar alterações 
neurocomportamentais, incluindo comprometimento cognitivo. Os pesquisadores recrutaram 28 estudantes 
universitários saudáveis, quais consumiram uma dieta rica em aspartame (25 mg/kg/dia) por 8 dias e uma dieta 
baixa em aspartame (10 mg/kg/dia) por 8 dias, com 2 semanas de “desintoxicação” entre elas. Ao consumir 
dietas ricas em aspartame, os participantes apresentaram um humor mais irritável, estado depressivo e tiveram 
pior desempenho nos testes de orientação espacial. 
Estes achados podem ser suportados pelo fato dos metabólitos do aspartame serem capazes de 
provocar alterações neuroquímicas importantes. Choudhary e Lee (2017) relataram que o aumento substancial de 
fenilalanina no plasma, decorrente do consumo crônico de aspartame, é capaz de acarretar em desordens 
cerebrais. Essas desordens podem ser relacionadas tanto pelos aumentos substanciais de fenilalanina no cérebro, 
quanto pela diminuição na entrada de outros aminoácidos importantes tais como tirosina e triptofano (visto que 
há competição entre a fenilalanina e estes aminoácidos pelos sítios de ligação dos TANCL), precursores dos 
neurotransmissores 5-HT e DA, respectivamente. Esses neurotransmissores, por sua vez, exercem funções 
importantes em nível de cognição, e tal diminuição já foi demonstrada no encéfalo de roedores tratados com 
aspartame (Park et al., 2000; Abdel-Salam et al., 2012a). Por outro lado, estudos também observaram que, além 
de modificar as concentrações cerebrais de neurotransmissores, o aspartame perturba a função neuronal, uma vez 
que seu produto de degradação, o aspartato, indiretamente pode acarretar em desequilíbrio na homeostase 
cerebral, inclusive neurodegeneração. Estes estudos mostraram que mesmo aumentos leves nos níveis de 
aspartato no cérebro podem levar à excitotoxicidade nos neurônios devido a capacidade do aspartato de abrir 
canais catiônicos, levando ao influxo incontrolável de cálcio e desencadeando assim uma cascata de reações por 
enzimas intracelulares que culminam na morte celular (Park et al., 2000; Humphries et al., 2008; Onaolapo et al., 
2016). 
Outro possível ponto associado a danos cognitivos é o estresse oxidativo, condição biológica 
decorrente do desequilíbrio entre as atividades oxidantes e antioxidantes no corpo (Halliwell e Gutteridge, 2007). 
De forma geral, pesquisadores tem postulado que o aspartame age como um produto químico estressor 
(xenobiótico) e está associado a uma produção exacerbada de radicais livres. Em altas concentrações, estes 
produtos podem reduzir a plasticidade sináptica pelo enfraquecimento da potenciação de longa duração (LTP), 
afetar a neurotransmissão sináptica, e assim aumentar a vulnerabilidade do cérebro ao estresse oxidativo, 
causando danos celulares e efeitos adversos na saúde neurocomportamental (Iyyaswamy e Rathinasamy, 2012; 
Choudhary e Preterius, 2017). Estas ações parecem estar principalmente relacionadas ao metanol e, 
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consequentemente aos seus metabólitos. Foi comprovado, por exemplo, que em ratos Wistar albinos, o metanol 
acelerou a ação de espécies reativas de oxigênio, pois ao ser metabolizado, promoveu a formação do ânion 
radical superóxido e de peróxido de hidrogênio (Parthasarathy et al., 2006a,b). 
O estresse oxidativo pode levar a alterações estruturais e funcionais nas células cerebrais, e 
associar-se a danos cognitivos em especial por lesões em nível de hipocampo e córtex pré-frontal, regiões 
importantes para as funções de memória e atenção (Abdel-Salam et al., 2012b). Alguns relatos demonstraram 
que lesões citotóxicas no hipocampo resultam em graves prejuízos na tarefa de memória.  Em soma, a 
aceticolinesterase (AChE), por exemplo, é uma enzima chave do sistema colinérgico muscarínico , e está 
envolvida no aprendizado e na memória. No entanto, descobriu-se que produtos oxidantes, como o óxido nítrico 
(ON) são capazes de  interromper o processo de memória por inibir a atividade acetilcolinérgica (Udayabanu et 
al., 2008). Um estudo de Iyaswamy et al. (2018) demonstrou diminuição acentuada na atividade da AChE, 
aumento no nível de ON  e danos nos testes comportamentais do labirinto aquático de morris e do labirinto em y, 
nos animais tratados com aspartame. Simintzi et al. (2007) relataram que os metabólitos do aspartame inibem a 
atividade da AChE no hipocampo. Ademais, Rico et al. (2006) demonstraram que a exposição ao metanol 
diminuiu notavelmente, em peixe-zebra, a atividade da AChE cerebral, sugerindo um evento neurodegenerativo 
promovido possivelmente pelo metanol e sugerindo que alterações induzidas pelo aspartame possam ser 
mediadas por esse composto, afetando o funcionamento do hipocampo. Estes dados suportam por sua vez, danos 
na memória e aprendizado associados a substâncias oxidantes e atividade prejudicada da AChE, e possíveis 
relações com o metanol. 
Além de danos cognitivos associados a AChE, via oxidantes, a exposição a esses radicais livres 
pode danificar a estrutura das membranas celulares, o ácido de desoxirribonucléico (DNA) e as proteínas 
celulares, culminando também em alterações funcionais e até mesmo a morte celular neuronal (Gama et al., 
2008a,b). Também foi relatado que o aspartame induz a produção de radicais livres e gera estresse oxidativo em 
outros órgãos que não o cérebro. Um estudo de Mourad e Noor (2011) demonstrou que o metanol liberado no 
metabolismo do aspartame pode aumentar a formação de malondialdeído, o que é acompanhado de uma 
diminuição da glutationa reduzida do sistema antioxidante. Adaramoye e Akanni (2016) identificaram alterações 
no sistema redox, com aumento na peroxidação lipídica e na expressão de NO associados a uma diminuição nas 
enzimas antioxidantes, no fígado, rim e cérebro de ratos Wistar machos tratados aspartame (15, 35, 70mg/kg) 
por gavagem v.o. Do mesmo modo, Onaolapo et al. (2016) mostraram aumento do estresse oxidativo, além de 
alterações morfológicas e comportamentais, em cérebro de camundongos Swiss tratados com aspartame (20, 40, 
80 e 160mg/kg) v.o. Aumento no estresse oxidativo e alterações histológicas também foram demonstrados por 
Lebda et al. (2017) e Solis-Medina et al. (2018), respectivamente, em cérebro de ratos Wistar tratados com 
aspartame (240 e 160mg/kg, respectivamente).  
Em nosso estudo demonstramos que, de forma geral, ocorreu uma elevação nos níveis de 
carbonilação protéica e diminuição de grupos tióis, na região do córtex pré-frontal, nos ratos Wistar machos e 
fêmeas tratados com aspartame quando comparado com o grupo controle. Estes resultados evidenciam dano 
oxidativo e associam-se a níveis elevados de espécies oxidantes. Em soma, nossos resultados mostraram ainda 
uma diminuição da atividade das enzimas SOD e GPx e no conteúdo de GSH, na região do córtex pré-frontal das 
fêmeas que receberam aspartame, especialmente nas doses de 80 e 160mg/kg. Esses achados em conjunto 
sugerem que o aspartame pode induzir uma situação de estresse oxidativo, no córtex pré-frontal, região de 
grande importância para as funções de memória de trabalho e atenção, e corroboram, pelo menos em parte, com 
outros estudos descritos. 
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Além dos efeitos em nível cerebral associados ao consumo do aspartame, parece também haver 
associação deste edulcorante com desordens metabólicas. Estudos vêm questionando a efetividade do aspartame 
em relação à perda e manutenção da massa corpórea, bem como seus resultados sobre os perfis lipídicos e 
glicêmicos. A priori, essa preocupação parece infundada, pois seria muito lógico pensar que a substituição do 
açúcar por edulcorantes, com baixa ou nenhuma caloria, claramente iria contribuir para menor ingestão calórica 
e redução/manutenção dos níveis sanguíneos de glicose, o que contribuiria para a perda de peso e controle da 
glicemia (García-Almeida et al., 2013). Contudo essa hipótese tem gerado controvérsias, o que instiga a pesquisa 
sobre tais parâmetros. 
De acordo com os nossos resultados sobre o peso corporal, foi possível observar que os ratos 
machos que receberam aspartame na dose de 160mg/kg aumentaram o peso ao final do tratamento, quando 
comparados aos controles. Nas fêmeas, foi possível observar esse ganho de peso nas três doses de aspartame 
(35mg/kg, 80mg/kg e 160mg/kg). Além disso, nas doses de 80mg/kg e 160mg/kg este aumento foi evidenciado 
já a partir da terceira semana de experimento. 
Os resultados encontrados nessa pesquisa corroboram com outros trabalhos que utilizaram animais 
tratados com aspartame em diferentes protocolos. Silva et al. (2016) demonstraram aumento no peso corpóreo de 
ratos Wistar adolescentes tratados com aspartame na dose de 2mL/100g, durante 21 dias, quando comparados 
aos controles, inclusive a partir da primeira semana (7 dias). Souza et al. (2010) observaram maior peso corporal 
na prole de ratas tratadas com aspartame na dose de 25mg/kg. Um estudo de Reis (2010) também observou, em 
ratos Wistar adultos, maior ganho de peso no grupo tratado com aspartame (0,4%) durante 12 semanas. 
Nesses estudos o maior consumo de ração esteve presente, o que leva a inferir que o aspartame 
estimula o apetite e é esse aumento que induz ao ganho de peso, uma vez que as calorias não ingeridas durante a 
substituição de açúcar por edulcorantes podem ser posteriormente ingeridas pela compensação na alimentação. 
Esse aumento de apetite também foi relatado por outros autores. A partir dos estudos pré clínicos de Swithers e 
Davidson (Swithers e Davidson, 2008; Swithers et al., 2009;2010;2013; Davidson et al., 2011) foi desenvolvida 
a hipótese de que o uso de edulcorantes não calóricos enfraquece a capacidade da percepção do sabor doce em 
predizer energia e ativar a fase cefálica, a fim de preparar o trato digestivo para o consumo alimentar. A fase 
cefálica refere-se às respostas autonômicas e endócrinas à estimulação dos sistemas sensoriais (Zafra et al., 
2006). O consumo, especialmente de doces, leva a liberação de insulina na fase cefálica e, consequentemente, a 
uma queda correspondente na concentração de glicose plasmática (Koeppen e Stanton, 2009). Essa queda, por 
sua vez, pode estar associada a sensações de fome e aumento da ingestão alimentar em curto prazo. Somado a 
isso, a sensação de recompensa acionada pelo alimento consiste de duas vias: sensorial e pós-ingestão (Avena et 
al., 2008), e a via sinalizada na pós-ingestão depende dos produtos metabólicos do alimento (Sclafani e Ackroff, 
2004). Uma vez que os edulcorantes não nutritivos são caracterizados pela perda da contribuição calórica, por 
exemplo, isso geralmente elimina o componente pós-ingestão. Os resultados de Swithers e Davidson mostraram 
que os animais que consumiam uma dieta adoçada com um edulcorante não nutritivo apresentavam maior massa 
corporal total, maior acúmulo de gordura corporal, maior consumo e uma menor resposta térmica ao consumo de 
alimentos do que aqueles animais expostos a uma dieta adoçada com glicose. Desse modo, tem sido sugerido que 
a dissociação entre a percepção do sabor doce e a ingestão calórica pode aumentar o apetite, acionando o 
comportamento de busca por alimentos e assim, contribuir para obesidade (Brown et al., 2010).  
Outro ponto sugerido é de que esse aumento do apetite também possa estar relacionado à redução 
das concentrações de DA e 5-HT na presença do aspartame (mecanismo já comentado anteriormente). Acredita-
se que a DA regule esse comportamento via sistema meso-hipotalâmico por seus aspectos hedônicos e via 
sistema nigroestriatal pelo gasto energético (Palmiter, 2007; Bertthoud e Morrison, 2008). A 5-HT, por sua vez, 
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possui um efeito inibitório sobre o comportamento alimentar (Blundell e Lawton, 1995; Simansky, 1996; White 
et al., 2000). Um estudo realizado por Wurtman (1983) mostrou, em ratos, que altas doses de aspartame 
conseguem suprimir o aumento nas concentrações de 5-HT, que normalmente ocorre após a ingestão de glicose. 
Assim, uma vez que vários estudos mostram que a 5-HT promove saciedade, a sua supressão poderia, 
teoricamente, estimular o apetite.  
Esses achados sugerem que animais submetidos a ingestão crônica de aspartame poderiam 
desenvolver um mecanismo de saciedade menos eficiente ou um mecanismo distinto de recompensa relacionado, 
o que poderia levar a excessos compensatórios e balanço energético positivo. Contudo, apesar dos resultados da 
nossa pesquisa terem mostrado diferença entre os grupos aspartame e o grupo controle em nível de consumo 
alimentar, a diferença não foi significativamente estatística, o que sugere ainda que o aspartame pode induzir o 
ganho de peso por meio de outros mecanismos.  
Um possível mecanismo está associado ao estresse oxidativo. Como já mencionado, o aspartame é 
capaz de induzir a esta situação. Ao certo, esta relação ainda não está bem definida, porém postula-se que o 
estresse oxidativo pode causar um desequilíbrio na homeostase corporal, inclusive na composição da microbiota 
intestinal, e assim acarretar em desordens metabólicas, na qual se inclui o ganho de peso; bem como danos 
estruturais e funcionais, tanto em nível cerebral quanto sistêmico, quais podem repercutir sobre tais desordens 
(Collison et al., 2012a,b). Do contrário, sabe-se que quando a massa gorda aumenta, a irrigação insuficiente pode 
levar à falta de oxigênio e, portanto, à necrose celular. O processo de fagocitose para eliminar essas células 
mortas resulta, por sua vez, em aumento da infiltração inflamatória e também estresse oxidativo pela liberação 
de radicais livres, como óxido nítrico e peróxido de hidrogênio (Kosacka et al., 2015; Netzer et al., 2015). Dessa 
forma cria-se um ciclo, qual pode impactar negativamente sobre os processos metabólicos. 
Outro possível ponto de ligação relaciona-se a microbiota intestinal. Esta consiste em milhões de 
bactérias, vírus e fungos que existem simbioticamente dentro do intestino. A composição e função da microbiota 
varia não apenas entre indivíduos, mas também ao longo da vida, sendo modulada por diversos fatores externos, 
como a alimentação (David et al., 2014; Altamirano-Barrera et al., 2018). Alterações da microbiota vêm 
fortemente sendo associadas ao consumo de edulcorantes artificiais, e ao desencadeamento de alterações 
metabólicas, incluindo balanço energético positivo/obesidade, resistência à insulina e dislipidemia (Ley et al., 
2006; Pepino e Bourne, 2011; Green e Syn, 2019). Uma das justificativas para esses resultados seria a 
possibilidade dos edulcorantes artificiais alterarem a composição da microbiota intestinal, devido a alterações na 
proporção Bacteroides: Firmicutes. Uma diminuição de bifidobactérias combinada com um aumento de 
enterobactérias é capaz de levar a uma situação de endotoxemia, qual resulta em um estado inflamatório de baixo 
grau, e associa-se a algumas condições metabólicas como obesidade, resistência à insulina e também aumento da 
permeabilidade intestinal. Dessa forma, postula-se que a endotoxemia metabólica pode ser uma força motriz por 
trás da obesidade e resistência à insulina induzidas pelos edulcorantes artificiais (Cani et al., 2007; Tanti et al., 
2013). 
Em um estudo publicado por Suez et al. (2014), avaliando a ação dos edulcorantes sobre a 
composição e as funções da microbiota intestinal, e o desenvolvimento da síndrome metabólica, verificou-se que 
todos os ratos que consumiram edulcorantes desenvolveram aumento de peso e intolerância à glicose, entretanto 
nenhum dos ratos do grupo controle apresentou o desfecho. Foi observado que, vários dos táxons bacterianos 
que mudaram após o consumo de edulcorantes artificiais foram previamente associados ao diabetes tipo 2 em 
humanos. Consistente com esse estudo, Palmnas et al. (2014) também demonstraram os efeitos do aspartame 
sobre a microbiota intestinal e sobre o metabolismo.   
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Nossos estudos envolvendo o perfil glicêmico mostraram que, em machos, o aspartame nas três 
doses (35mg/kg, 80mg/kg e 160mg/kg) aumentou a glicemia entre o primeiro e último dia de tratamento. 
Relação que não foi possível ver no grupo controle. Nas fêmeas, os resultados indicaram que ao final do 
experimento, a glicemia dos animais que receberam aspartame na dose de 80mg/kg aumentou, e que os valores 
glicêmicos dos três grupos aspartame foram maiores que o controle. Um estudo de Souza et al. (2010) também 
observou maior média de glicose na prole de ratas tratadas com aspartame na dose de 50mg/kg.  
Com relação ao perfil lipídico, nossos resultados demonstraram que os níveis plasmáticos de 
triglicerídeos, ao final do experimento, foram significativamente maiores nos animais machos e fêmeas, que 
receberam aspartame na dose de 160mg/kg, quando comparados ao controle. Em soma, nas fêmeas, o aspartame 
na dose de 35mg/kg também foi capaz de causar tal efeito. Von Poser Toigo et al. (2015) ao avaliarem alterações 
metabólicas associadas com a exposição pré-natal ao aspartame, também encontraram aumento nos níveis de 
triglicerídeos na prole das ratas tratadas com este edulcorante. 
Estes resultados relacionados aos perfis glicêmico e lipídico podem ser explicados, em parte, pelos 
estudos e mecanismos descritos acima (consumo alimentar, estresse oxidativo, microbiota intestinal), tanto por 
ações diretas, como em consequência da obesidade. Contudo, os trabalhos envolvendo tais análises ainda são 
escassos e contraditórios. 
Por fim, como um todo, em nossos resultados foi possível observar alterações metabólicas e 
cerebrais nas três doses de aspartame utilizadas. Estes efeitos, em doses abaixo da IDA, foram reportados 
também em alguns dos estudos descritos acima e corroboram com uma revisão de Choudhary e Pretorius (2017), 
quais demonstraram que tanto doses superiores quanto inferiores a IDA (40mg/kg) são capazes de afetar 
parâmetros comportamentais como memória e atenção, neuroinflamação, estresse oxidativo, entre outros. Além 
disso, a maioria dos estudos com aspartame até o momento utilizaram ratos machos. Em contrapartida, em nosso 
estudo utilizamos ambos os gêneros e encontramos efeitos mais expressivos do aspartame em fêmeas, 
especialmente com relação ao estresse oxidativo, sugerindo uma possível maior suscetibilidade das mesmas, qual 
necessita e instiga maiores compreensões. 
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6. CONCLUSÃO 
 
O presente estudo fornece evidências de que o aspartame, um edulcorante amplamente utilizado na 
dieta humana, prejudica o desenvolvimento cognitivo, induz danos e estresse oxidativo, bem como é capaz de 
acarretar em alterações metabólicas importantes, quais por sua vez estão envolvidas na síndrome metabólica e 
risco aumentado para doenças cardiovasculares. Tomados em conjunto, foi possível observar alterações em 
parâmetros metabólicos, oxidativos e neurocomportamentais, semelhantes em machos e em fêmeas, porém 
nessas, alguns efeitos foram mais pronunciados, em especial o estresse oxidativo. Também foi observado que 
tais alterações ocorreram tanto em doses elevadas de aspartame, quanto com doses mais baixas, o que traz 
questionamentos sobre a sua dosagem de segurança diária e, especialmente, em longo prazo. Ademais, 
considerando o uso disseminado do aspartame nos produtos alimentícios, e a exposição crônica ao mesmo 
durante a vida, não parece ser difícil alcançar tais doses.  
No entanto, o (s) mecanismo (s) específico (s) e os detalhes dos efeitos do consumo do aspartame, 
bem como de outros edulcorantes artificiais, no metabolismo do hospedeiro ainda precisam ser elucidados, uma 
vez que há contradições acerca do tema, e muitos achados ainda estarem em processo de compreensão. Isso é 
particularmente relevante, uma vez que estes edulcorantes têm sido uma opção para os indivíduos melhorarem 
sua saúde, contudo, como visto neste e em outros estudos, o consumo dos mesmos vem sendo associado a riscos. 
Dessa forma, diante das evidências existentes, salienta-se a necessidade de revisão na IDA do 
aspartame, bem como a conscientização no seu consumo. Seu uso deve ser feito de forma racional, conforme 
avaliação e indicação profissional, tomadas pelas necessidades individuais de cada pessoa. 
 
Limitações e perspectivas 
 
Ao decorrer das análises de estresse oxidativo nos deparamos com algumas limitações. A 
quantidade de cérebro dissecada não foi suficiente para todas análises planejadas, ficando pendente por exemplo 
a análise de oxidantes e o conteúdo de GSH na região do estriado. Tais análises completas em um futuro estudo 
são de valia para reproduzir melhor a situação de estresse oxidativo. 
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